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研究成果の概要： 
 傷が治る過程には、様々な因子が関与するが、Ｂ細胞と呼ばれる免疫担当細胞が関わってい

るとは従来考えられていなかった。しかし、今回の研究で、このＢ細胞に発現する重要な分子

である CD19の発現を欠くマウスでは、傷の治りが悪くなり、逆に CD19を過剰に発現したマウ

スでは、傷の治りが良くなることから、Ｂ細胞が傷の治る過程に重要な役割を担っていること

が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 創傷治癒過程の理解の必要性 

 創傷治癒は人体が外界からの脅威を防御する

上で、生体にとってきわめて重要なプロセスであ

る。創傷治癒過程が適切に行われないと難治化

し、感染症などのリスクに常に曝されるばかりで

なく、QOLが著しく障害される。難治化潰瘍の代

表例として、糖尿病性潰瘍、褥瘡、膠原病に伴う

皮膚潰瘍などがあげられる。 

 糖尿病ではその微少血管障害、末梢神経障

害などにより、特に下肢に難治性の潰瘍を生じ、

しばしば患肢の切断を余儀なくされる。下肢の

静脈瘤症候群でも難治性の潰瘍が生じ、患者

の QOL を著しく障害している。また高齢者では

褥瘡がしばしば生じるが、不良な栄養状態など

の様々な要因から難治化する。膠原病、特に全

身性強皮症でも血管障害による循環障害によっ

てしばしば潰瘍が難治化する。 

 これら難治性潰瘍に対して、現在使用されて

いる薬剤よりさらに有効な薬剤の開発が切に望

まれている。このためには創傷治癒過程につい

てより正確な理解と、その理解に基づいて創傷

治癒を促進させる因子のさらなる解析が必要と

なる。 
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（2） 創傷治癒過程における炎症細胞の重要性     

 創傷治癒の過程は大きく分けて 4 つの過程か

ら成ると考えられている。最初の過程は血液凝

固期であり、創ができると血小板・フィブリンが凝

集し、まず創部を塞ぐ。次いで炎症期となり、好

中球、マクロファージ、リンパ球などが創部に浸

潤してくる。これら炎症細胞は侵入病原体を除

去するのみならず、サイトカインや細胞成長因子

を放出することによって、表皮細胞、線維芽細胞、

血管内皮細胞を活性化させ、次に続く増殖期を

誘導する。増殖期では、表皮細胞、線維芽細胞、

血管内皮細胞などが増殖し、その結果再上皮

化、肉芽組織の形成が起こる。その後に、いった

ん生じた瘢痕組織などを正常の組織構築に置き

換える再構築期という、比較的長く続く過程が生

じる。 

 研究代表者は以前より、炎症細胞浸潤の創傷

治癒における役割に注目し、炎症細胞浸潤を制

御する細胞接着分子を欠損したマウスでは、好

中球やマクロファージの創部への浸潤が減少し、

その結果著しい創傷治癒が生じることを報告し

た（Nagaoka T, Sato S, et al.: Am J Pathol 157: 

237-247, 2000）。この報告によって、創傷治癒

過程には炎症細胞浸潤が重要な役割を担って

いることが明らかにされたが、創傷治癒過程に

おける各種炎症細胞、特にＢ細胞の相対的貢

献度については未だ不明である。 

 

（3） Ｂ細胞の様々な疾患・病態への関与 

 創傷治癒過程においては、好中球、マクロファ

ージ、Ｔ細胞が炎症細胞として重要な役割を担っ

ていると考えられてきた。この観点から、創傷治

癒過程におけるＢ細胞の役割については、ほと

んど無視されてきた。これはＢ細胞が関与してい

ないという理由でなく、これまでＢ細胞の関与を系

統的に検討した研究がなかったためである。しか

し、近年の分子免疫学の発展によってＢ細胞は

単に抗体産生細胞のみならず、多種多様のサイ

トカインや細胞成長因子の産生細胞であり、また

Ｔ細胞や樹状細胞の活性化・分化を制御する働

きを有することが明らかにされている。 

 従来Ｂ細胞が関与すると考えられていなかった

病態において、Ｂ細胞の重要性が相次いで認識

されるようになった。この観点から、同様にＢ細胞

が関与すると考えられていない創傷治癒過程に

おいても、Ｂ細胞が創傷治癒を促進・抑制する

サイトカインや細胞成長因子を産生することによ

って創傷治癒を制御するという仮説を立てるに

至った。 

 

（4）Ｂ細胞の機能の制御について 

 CD19 はＢ細胞に特異的に発現するシグナル

伝達分子であり、Ｂ細胞による免疫反応を制御す

る上で重要な機能を担っている。CD19 ノックアウ

ト（CD19-/-）マウスはＢ細胞機能不全を呈し、

免疫不全に近い表現型をとり、逆に CD19 を過

剰 に 発 現 す る CD19 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 

(CD19Tg)マウスでは、Ｂ細胞が慢性的に活性化

していることが示された。従って、CD19 はＢ細胞

において、その抗原受容体からのシグナルを増

強する分子であることが明らかにされている。さ

らに、CD19 はＢ細胞によるサイトカイン産生を制

御していることも示されている。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、Ｂ細胞機能に重要なシグナ

ル伝達分子である CD19 を欠損したマウス、

CD19 を過剰に発現したマウスを用いてＢ細胞の

創傷治癒における in vivo の役割を解析すること

である。さらに、創傷治癒遅延が見られた場合、

創部における各種サイトカインや細胞成長因子

の発現を解析することによって、Ｂ細胞が創傷治

癒に関与する機序を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1）マウスの維持と繁殖 

 本研究に必要な CD19-/-マウス、CD19Tg マ

ウス、およびその野生型マウスである C57BL/6

マウスは、米国 Duke 大学免疫学教室の Thomas 

F. Tedder 主任教授よりすでに供与され、長崎大

学動物実験施設にて繁殖中である。それぞれの

マウスは各遺伝子についてホモ接合体同士で

の繁殖が行われているため、基本的にはスクリ

ーニングの必要はない。しかしながら、実験に用

いる際には以下の方法により当該遺伝子の欠損

ないしは過剰発現を確認し、結果の正確さを期

する。 

 CD19-/-マウスでは末梢血を採取の上、それ

ぞれ抗マウス CD19 抗体 (MB19-1)で染色し、フ

ローサイトメトリーはよって CD19 の発現が欠損し

ていることを確認する。また、ヒト CD19 を過剰に

発現する CD19Tg マウスについては末梢血を抗

ヒト CD19 抗体 （B4）で染色することによって確

認する。それぞれのマウスは C57BL/6 バックグ

ラウンドへ 5〜10 世代戻し交配済みである。7〜

12 週齢のマウスを以下の実験に用いる。 

 

（2）創傷治癒の評価方法 

①創作成 

 エーテルで麻酔後、マウスの背部を剃毛し、

70％アルコールで消毒する。マウス 1 匹当たり、

背部に 4 個の全層性の創を、使い捨ての滅菌済

み 6 mm 径のパンチバイオプシーを用いて作成

する。創作成後、創傷治癒過程に対する、他の

マウス影響を除外するために、マウスは一匹ず

つケ−ジに入れて観察する。 



②肉眼的評価（創面積） 

 創作成3日後、7日後にマウスに再度麻酔をか

け、創部に透明な紙を乗せ、創縁をふちどりし、

その部を切り抜き、その紙の重さを量る。同じ紙

で 1cm2の面積の重さを量り、それを比較すること

によって、創面積を算出する。また、創部の感染

の有無について定期的にチェックし、感染のあ

る個体は解析から除外する。また、創の形状が

類円型ではなく、歪みがあった場合には、その

創は解析から除外し、各マウスで残りの創の面

積の平均を解析に用いた。各解析についてそれ

ぞれ最低 10 匹のマウスを用いる。 

③組織学的評価（上皮間距離、肉芽組織の面

積、浸潤好中球数） 

 創作成 3 日後、7 日後に、創を創縁から 2 mm

離して全層性に採取する。創を半割し、一方を

3.5％パラホルムアルデヒドで固定し、次いでパ

ラフィンで包埋する。6 μm の厚さのセクションを

作り、H&E 染色を行う。すべてのセクションは創

の中心部より切り出す。好中球は創作成 1 時間

後、4 時間後に血管外に浸潤した数をセクション

全 体 （ 0.07 mm2 ） に て 数 え る 。 上 皮 間 距 離

（epithelial gap）は、上皮化のため周囲より遊走

してきた上皮細胞の先端の間の距離であり、再

上皮化の指標となる。上皮間距離はH&E染色し

たセクションで測定する。肉芽組織は新たに形

成された毛細血管と線維芽細胞およびマクロフ

ァージからなる組織である。組織の画像をまず

CCD カ メラに て 映 像 とし て取 り 込 み 、 video 

micrometer によって上皮細胞間距離および肉

芽組織の面積を算出する。各解析についてそれ

ぞれ最低 10 匹のマウスを用いる。 

④免疫組織学的解析 

 創部に浸潤してきた炎症細胞数を測定するた

めに免疫組織学的解析を行う。創作成3日後、7

日後に採取した創の半割した残りを凍結し、免

疫組織学的解析を行う。凍結組織から 6 μm の

厚 さ の セ ク シ ョ ン を 作 り 、 ア セ ト ン 固 定 し 、

phosphate-buffered saline (PBS)で希釈した 10％

正常ウサギ血清と 37℃、10 分間反応させ、非特

異的な染色をブロックする。 

 セクションは次いでマクロファージ特異的な抗体

である F4/80、抗 CD3 抗体、およびＢ細胞特異的

な抗 B220 抗体と室温で 1 時間反応させる。非特

異的染色のためのコントロールとしてラット免疫グ

ロブリン G を用いる。セクションは次いでビオチン

化ウサギ抗ラット免疫グロブリン G 二次抗体と室温

で、20 分間反応させる。次いで、horseradish 

peroxidase 標識アビディン-ビオチン複合体と反応

させる。各反応間で、セクションはPBSで3 回洗浄

を 行 う 。 セ ク シ ョ ン は 3,3'-diaminobenzidine 

tetrahydrochlorideとhydrogen peroxideと反応させ

ることによって発色させる。また、メチルグリーンで

counterstain を行う。 

 肥満細胞はトルイジン・ブルー染色にて同定

する。浸潤細胞数は、創ベッドにおいて 400 倍

の拡大で、9 カ所の視野をランダムに選び、その

中の細胞数をカウントした平均値について解析

を行う。9 カ所の視野のうち、6 カ所は創ベッドの

両端から選び、残りの 3 カ所 は創ベッドの中央

から選ぶ。 

 

（3）Real-time PCR によるサイトカイン、細胞成長

因子の mRNA 発現の定量的解析 

 創作成 3 日後、7 日後の創におけるサイトカイ

ン、細胞成長因子の mRNA 発現を real-time 

PCR 法にて定量的に測定する。サイトカインとし

ては、①線維芽細胞から膠原線維の産生を抑

制 す る 、 interferon (IFN)- γ 、 tumor necrosis 

factor (TNF)-α、②線維芽細胞から膠原線維

の産生を増強する IL-4、IL-6 を測定する。細胞

成長因子としては創傷治癒に深く関与するとさ

れ る basic fibroblast growth factor (bFGF), 

acidic FGF (aFGF), platelet-derived growth 

factor (PDGF), transforming growth factor 

(TGF)-βについて測定する。 

 具体的にはまず全 RNA を凍結皮膚組織より

QIAGEN RNeasy spin column (QIAGEN 社) を用

いて単離する。RNA はその後 cDNA に Reverse 

Transcription System (Promega 社) にて逆転写す

る 。 プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ は Pre-Developed 

TaqMan® Assay Reagents (Applied Biosystems) 

にてデザインする。Real-time PCR は以下の条件

で ABI Prism 7000 Sequence Detector (Applied 

Biosystems) を用いて行う； 50℃、2 分間を 1 サイ

クル、 95℃ 、10 分間を 1 サイクル、92℃ 、15 秒

間を 40 サイクル。Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) を用いて mRNA を標準

化する。 

 GAPDH PCR 産物と比較して、ターゲットとなる

転写産物の相対発現量を DDCt method にて算

出する。つまり、fold induction は 2-[DDCt]と定義さ

れ、ここで Ct は threshold cycle, つまりサンプル

の比較蛍光がバックグランド蛍光をこえるサイク

ル数をさす。DDCt = [ターゲットとなる遺伝子の

Ct (発現量不明のサンプル) - GAPDH の Ct 

(発現量不明のサンプル)] - [ターゲットとなる遺

伝子の Ct (キャリブレータのサンプル) - GAPDH 

の Ct (キャリブレータのサンプル)]。コントロール

抗体投与群ないしは野生型マウスにおけるサイ

トカイン mRNA 発現量をキャリブレータとして使

用する。それぞれのサンプルは triplicate で流し、

平均の Ct を解析に使用する。 

（4）細胞成長因子の投与による創傷治癒遅延の

改善の検討 

 bFGF および PDGF を投与することによって、



創傷治癒遅延が正常化されるかどうかを検討す

る。具体的には、bFGF および PDGF を創作成

直 後 と 12 時 間 後 に 創 に 投 与 し 、 そ の 後

occlusive dressing とする。創傷治癒過程につい

ては前述の如く評価する。 

 

４．研究成果 

（1）創面積、上皮間距離、および肉芽組織の面積 

 まず、CD19-/-マウス、CD19Tg マウス、野生

型マウスにおいて、受傷 3、7 日後の創面積、上

皮間距離、および肉芽組織の面積について解

析した。創面積は CD19-/-マウスでは野生型マ

ウスと比較して、受傷後 3 日、7 日共に有意に増

大していた（図 1A, B）。しかし、CD19Tg マウスで

は野生型マウスと有意差は認められなかった。 

 また、上皮化のため周囲より遊走してきた上皮

細胞の先端の間の距離であり、再上皮化の指標

となる上皮間距離も、CD19-/-マウスでは野生

型マウスと比較して、受傷後 3 日、7 日共に有意

に増大していた（図 1C）。逆に、CD19Tg マウス

では上皮間距離は野生型マウスに比較して有

意に短縮していた。 

 さらに、肉芽組織の面積についても、CD19-/-

マウスでは野生型マウスと比較して、受傷後 3 日、

7 日共に有意に減少していた（図 1D）。対照的

に、CD19Tg マウスでは、野生型マウスに比較し

て肉芽組織の面積は有意に増大していた。この 

 

 

 

 
図 1. 創面積、上皮間距離、肉芽組織の面積 

 

ように CD19-/-マウスでは受傷早期から創傷治

癒遅延が認められることが明らかとなり、逆に、

CD19Tg マウスでは創傷治癒促進が認められる

ことが示された。 

 

（2）創部における炎症細胞浸潤 

 創部における炎症細胞浸潤については、

CD19-/-マウスでは野生型マウスと比較して、受

傷後 3 日に好中球浸潤の有意な減少が認めら

れた（図 2A）。逆に、CD19Tg マウスでは受傷後

3 日に好中球浸潤の有意な増加が認められた。 

 さらに、マクロファージ浸潤も CD19-/-マウス

では野生型マウスと比較して、受傷後 3 日、7 日

共に有意に減少していた（図 2B）。対照的に、マ

クロファージ浸潤も CD19Tg マウスでは野生型マ

ウスと比較して、受傷後 3 日、7 日共に有意に増

加していた。 

 肥満細胞浸潤や CD3 陽性Ｔ細胞浸潤は

CD19-/-マウス、CD19Tg マウス、野生型マウスの

間で有意な差は認められなかった（図 2C, D）。 



 抗 B220 抗体による免疫組織学的染色によっ

てＢ細胞浸潤が創部に観察された（図 2F、矢

印）。しかし、Ｂ細胞浸潤は、CD19-/-マウス、

CD19Tg マウス、野生型マウスの間で有意な差

は認められなかった（図 2E）。 

 

 

 

 

 

 

 
図 2. 創部の炎症細胞浸潤 

 

（3）創部のサイトカインおよび細胞成長因子の

mRNA 発現（図 3） 

 創部のサイトカインおよび細胞成長因子の

mRNA 発現を解析したところ、bFGF の発現は、

CD19-/-マウスでは野生型マウスと比較して、受

傷後 3 日、7 日共に有意に減少していた。対照

的に受傷後 3 日では、bFGF の発現は CD19Tg

マウスでは野生型マウスと比較して、に有意に増

加していた。同様の傾向は、aFGF の発現につ

いても認められた。 

 一方、PDGF、TGF-β、IL-10 の発現につい 

ては、CD19-/-マウスでは野生型マウスと比較し

て、受傷後 3 日のみで有意に減少していた。逆

に、CD19Tg マウスでは受傷 3 日後のみにこれら

のサイトカインの発現が有意に増加していた。

CD19-/-マウスでは受傷 3 日後のみ、CD19Tg

マウスでは受傷後 3 日、7 日共に野生型マウスと

比較して、IL-6 の発現が有意に低下していた。 

 TNF-αの発現については、受傷 3、7 日ともに、

CD19-/-マウスと CD19Tg マウスとの間に有意

差が認められるのみであった。IFN-γの発現は、

CD19-/-マウス、CD19Tg マウス、野生型マウス

の 間 で 有 意 な 差 は な か っ た 。 こ の よ う に

CD19-/-マウスで見られた創傷治癒遅延は、サ

イトカインおよび細胞成長因子の発現減少を伴

い、逆に、CD19Tgマウスで見られた創傷治癒促

進は、サイトカインおよび細胞成長因子の発現

増加を伴っていた。 

 

 



 

 
図 3. 創部でのサイトカイン発現 

 

（4）CD19-/-マウスでみられた創傷治癒遅延に

対する細胞成長因子投与の有効性 

 CD19-/-マウスでみられた、この創傷治癒遅

延が、bFGF や PDGF を投与することによって、

正常化されるかどうかについて検討した。受傷 3

日後、無処置の CD19-/-マウスと比較して、

bFGF 投与を受けた CD19-/-マウスでは有意に

創面積が減少した。この時点で、すでに野生型

マウスと bFGF の投与を受けた CD19-/-マウス

の間には創面積について有意差は見られなか

った。受傷 3 日後、PDGF 投与によっても、無処

置の CD19-/-マウスと比較して有意に創面積が

減少したが、その程度は bFGF と比べると軽度で

あった。 

 受傷 7 日後でも無処置の CD19-/-マウスと比

較して bFGF 投与を受けた CD19-/-マウスでは

有意に創面積が減少した。また、野生型マウスと

bFGF の投与を受けた CD19-/-マウスの間には

創面積について有意差は見られなかった。対照

的に、受傷 7 日後では、PDGF 投与によってみら

れた創面積の減少効果は認められなかった。従

って、CD19-/-マウスでみられた創傷治癒遅延

を、bFGF は正常化することが明らかとなった。 
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